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――最終講義――
臨床分析化学研究と胆汁酸
Bio Analytical Study of Bile Acids
後 藤 順 一
東北大学病院薬剤部
臨床分析化学は，生理活性物質の高感度・高選択的
解析法を構築し，それらの生体内における動態を明ら
かにして，生命現象との関わりを解明することを目的
とする研究分野である．本稿では，胆汁酸を例に臨床
分析に関する筆者のこれまでの知見を紹介したい．
1. 胆汁酸の物性と分子認識
胆汁酸は，ステロイド骨格を持ち，その17β位に炭
素数5個のカルボン酸が結合した構造となっている．
A/B環の融合はシスで，B,C,D環に対してA環が下
に折れ曲がった5β系という特異な形態をしており，
これが生体内において胆汁酸を認識する際に重要な因
子となる．通常水酸基はステロイド骨格のα側（下側）
についており，この結果，胆汁酸は疎水性に富むβ側，
親水性に富むα側，そしてイオン性官能基を持つ側鎖
の3部分に分けられる．今日，胆汁酸の一斉分離には
疎水性固定相を用いる液体クロマトグラフィーが広く
利用されるが，固定相との疎水性相互作用には胆汁酸
のβ側が，移動相との相互作用には主としてα側が関
与する．また，側鎖酸性官能基は，その解離状態によっ
て異なり，非解離状態では固定相と，解離状態では移
動相との相互作用が優先する結果，酸性の移動相を用
いると胆汁酸の溶出が大幅に遅れる．ウルソデオキシ
コール酸は，7β位にエカトリアル性の水酸基を持って
おり，このため固定相との間の疎水性相互作用が弱ま
り，他のジヒドロキシ胆汁酸より早く溶出される．因
みにトランスポーターによる胆汁酸の分子認識には，
特にA, B環の構造が重要であり，側鎖酸性官能基の
抱合型式に対しては本質的な差異は認められない．し
たがって，この部位に発蛍光団を導入した基質がトラ
ンスポーターの機能解析に有用なツールとなる．一方，
機能性器材として抗体がよく用いられるが，胆汁酸の
抗体調整時に，側鎖カルボキシル基を利用してキャリ
ヤータンパク質と結合させた免疫源を用いると，生成
する抗体はA,B,C環の構造認識に，また3α位水酸基
を利用して免疫源とするとC,D環の側鎖構造の認識
に優れる．
胆汁酸は，分子内に発色団，発蛍光団といった検出
器に対して高感度に応答する原子団を持っていない．
このため胆汁酸の液体クロマトグラフ分析では，誘導
体化も試みられる．この場合，固定相との相互作用に
あまり関与しない3α位水酸基を介した誘導体化が有
利である．尚，最近ではマススペクトロメトリーと組
み合わせて直接検出する方法が主流であり，数pgの
感度が得られる．ガスクロマトグラフィーにおいても，
無極性の固定相が利用され，負イオン検出マススペク
トロメトリーと組み合わせると数 fgという超高感度
が得られ，生検にて得られる肝組織中胆汁酸の測定も
可能となる．
2. 病態と胆汁酸
通常，胆汁酸は，腸肝循環をしており，こうした閉
鎖的な系にそのほとんどが存在するが，肝，胆道系の
疾患時には血中の胆汁酸量が増大する．また，健常時
には主としてグリシン，タウリン抱合型で存在するが，
疾病時にはグルクロニド，サルフェート等の代謝物に
も多く変換される．ほとんどは3α位水酸基を介した
サルフェートであり，わずかではあるがジサルフェー
トも認められている．グルクロニドは，当初3α位水酸
基に結合したエーテル型とされてきたが，肝組織とイ
ンキュベートすると24位のカルボキシル基を介して
グルクロン酸が結合したエステル型の生成が遙かに優
先する．しかし，疾病時における本グルクロニドの体
液中濃度は高くなく，これは体内に多量に存在するグ
リシン並びにタウリン抱合型胆汁酸がエステル型グル
クロニド生成酵素の活性を阻害するためと考えられ
る．このエステル型グルクロニドは一種の活性エステ
ルであり，アミノ基を介して蛋白質と容易に付加体を
生成し，生体内では抗原となり得ることを考えると，生
体における合目的な制御システムを推測させ興味深
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い．この他，ウルソデオキシコール酸の7β位水酸基は
N アセチルグルコサミン抱合を受け，また24位カル
ボキシル基は糖との抱合反応も受ける．
胆汁酸は，コレステロールの27位メチル基が酸化を
受けカルボキシル基となった後（これをC27胆汁酸と
呼ぶ），CoAチオエステルに誘導され，次いでペルオキ
シゾームに運ばれ，β酸化を受けて生合成される．この
過程においてC25位における異性化が重要な役割を
担っていることが，このオルガネラの欠損したZel-
lweger症候群患者の尿中C27胆汁酸の測定をきっか
けとして明らかになった．すなわち，(25R)C27胆汁
酸がCoAエステルに変換された後，酵素により(25S)
体に異性化され，これがペルオキシゾームに移動し，β
酸化系酵素の基質となる．一方，(25R)体は，基質とな
らない．こうした異性化反応はすでに2 アリールプロ
ピオン酸系抗炎症薬において認められており，胆汁酸
の生合成に重要な異性化酵素が抗炎症薬の異性化に関
与していることになる．
3. 胆汁酸の生体内における役割
1990代に入ると薬物トランスポーターに多くの注
目が寄せられ，肝臓を中心としてその機能解析が盛ん
に行われ，胆汁酸も代表的な基質として取り上げられ
ている．最近，小生らも腎臓の血管側に新たなトラン
スポーターの存在を明らかにし，その機能解析を進め
ている．一方，胆汁酸は，蛋白質溶解作用を持ち，例
えばコール酸を添加すると神経軸策が解けてしまうと
いうことから，従来脳内には存在しないとされてきた．
ところが，新規解析法を考案し，脳内胆汁酸の検索を
行ったところ遊離型のケノデオキシコール酸が多量に
存在することをつきとめた．一方，プロテオミクス手
法と新規蛋白質プルダウン手法を組み合わせて検索し
た結果，下垂体の growth hormoneがキャリヤー蛋白
質である可能性を見出しているが，胆汁酸が糖新生と
関わるという最近の報告と考え合わせると，下垂体に
おける役割も興味深い．こうした一連の脳内胆汁酸に
関する知見から，新たなトランスポーターの存在も予
測されることから，これについても検討を加えると，黒
質に胆汁酸に特異的なトランスポーターの存在するこ
とも判明してきた．
胆汁酸は，生体内でCoAチオエステルとして活性
化された後，グリシン，タウリン抱合体に変換される．
脂肪酸においては，反応速度論的解析から，ping pong
機構が提唱されている．すなわち，最初にATPにより
脂肪酸がアシルアデニレートに変換された後，連続的
にCoAチオエステルに導かれるというものである．
胆汁酸においてもこれを検証すると，CoA非存在下で
はアシルアデニレートが極めて速やかに生成されてく
ることから，同様の機構が働いているものと考えられ
る．尚，このアシルアデニレートは，極めて反応性に
富み，蛋白質の遊離アミノ基と速やかに反応して付加
体を生成する．この性質を利用すると，有用性の高い
アフィニティーラベル化剤として用いることが出来
る．
以前より二次胆汁酸であるデオキシコール酸が大腸
癌発症のプロモーターになることが指摘されている．
しかし，その機構については明らかになっていない．筆
者らは，胆汁酸活性中間体によるタンパク質修飾が発
症の引き金と推測し，このアシルアデニレートに着目
し，ヒストンH3とインキュベートするとき，Lys4が
選択的に胆汁酸で修飾を受けることを見出した．この
部位はヒストンのリン酸化，アセチル化などの情報伝
達に極めて重要な役割を果たしており，大腸癌発症の
プロモーターとしての役割との関連を伺わせる．
臨床分析化学は，薬学における薬品分析化学の一分
野として育まれてきたが，現在では生命化学研究に欠
かすことのできない基盤研究となってきている．今後，
より一層，臨床医学と密接に関わることを確信してい
る．
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